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Rechercheantrag gem. Paragraph 43 Abs. 1 Satz PatG ist gestellt 

@ Anwendung eines orange-fluoreszierenden Proteins und weitererfarbigerProteine und derzugehorigen Gene 
aus der Artengruppe Anemonia sp. (sulcata) Pennant, (Cnidaria, Anthozoa, Actinaria) in Gentechnologie und 
Molekularbiologie 

@ Innertialb der Artengruppe Anemonia sp. (sulcata) 
PENNANT wurden vier verschiedene farbige Proteine 
charakterisiert: ein orange-fluores/ierendes Protein, ein 
rotes, nicht-fluoreszierendes Protein und zwei grun-fluo- 
reszierende Proteine. Die Charakterisierung erfolgte an- 
hand von spektralen und biochemischen Eigenschaften. 
Stabilitat, Molekulargewicht und spektrale Eigenschaften 
deuten auf eine Eignung dieser Proteine als Markersub- 
stanzen in Gentechnologie und Molekularbiologie hin. 
Das Anwendungsgebiet der Proteine und der dafur codie- 
renden DNA entspricht dem des grun-fluoreszierenden 
Proteins (GFP) aus Aequorea victoria (US-Patent 5491084) 
und erweitert dieses durch die Moglichkeit des Simultan- 
■ einsatzes der verschiedenen Proteine. 
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Bcschreibung 
Auwcnduiigsgebici 

5 Die Krfindung betrifft Prolcin und die zugchbrigen DNA-Sequcnzen cnisprechend den Anspruch 17. Das Anwen- 
dungsgebici entspricht ctem des griin-fluorcsy.ierendcn Proteins (vgl. US-Patcni 5491084, 1996). Haupianwendung ist 
deriiimuttaneinsalz von griin- und orangc-IIuorcszicrcnden Proteinen. 

Stand Act Tcchnik 

10 

Anwcndung des grun-fluorcszicrcn den Proteins (GFP) aus Acquorca Victoria 

(Nach CLONTECH, 1996; vgl. auch CHALFTE et al., US-Patent 5491084, 1996 

15 Das griin- fluoreszierendc Protein (GFP) aus der Qua He Aequorea victoria wird als rcvolutionares Rcportennolekiil ge- 
handelt, da es aufgrund seiner Fluoreszenz-Eigenschaften ohne zusat/liche Co-Faktorcn oder Substrate nur durch Be- 
slrahiung mil UV- oder blauem Lichl sichtbar gemacht werden kann. Dadurch werden Sludien an lebenden Zcllen tnog- 
lich. Gereinigtcs GFP ist ein 27-kDa-Monomer bestehend aus 238 Aminosauren. Die I-'luoreszenz ist stabil und Spezics- 
unabhangig. Verwendet wird GFP und die codicrende DNA wie folgt: 
20 Zur Herstellung von Fusionsproteinen als Marker von Genexpression, Genaktivitat und Proteinlokalisation in vivo, in 
situ und in Echizcit (CIIALFTE ei al., :994; PRASIIFR ct al.: « 592; iN'OUK & TSU.TI, 1994; WANG & HAZELRIGIIT. 
1994). 

Zum Studium von Zellinien (CHALFIE ct al., 1994). 

Als Eichsubstanz fur Spektroinetcr und FACS-Geraie (Fluorescencc-Activatet-CeLl-Sorler) (CLONTECH, 1996). 
25 Fur Mikroinjektionen in Zcllen und Gewcbe (CLONrECH, 1996). 

Maddening lebendcr Organismen (z. B. Idcntifikalion genmanipuliertcr Here) O'RASHIiR, 1995). 

Wcilcrc Anwendungen 

30 GFP findet weitcre Vcrwendung in physiologischcn Studien als "Wcllenlangentransforniator" im Zusammenhang mit 
der Caicium-aktivicrten Bioluminszenz (A. TREWAVAS zitiert von G. SEIFERT in "Die Zeit" vom 17. 10.1996) 
Protein Engineering (nach STEIPE & SKERRA, 1 997) 

Durch Mutagenese des Wildtyp-GlVs wurden Mutanten mit sechsfach starkerer Fluoreszenz erzeugt (S65T), sowie Mu- 
tanten die eine rot verschobene Anrcgung zeigon, wodurch einc simullane Analyse zum Bcispiel zwcier vcrschicdener 
35 Praniotoren in einer Zellc moglich geworden ist (CUB TIT et al., 1995; HEIM el al., 1995; DEIJVGRAVE et al., 1995) 

Stabilitatseigenschaftcn des griin- fluoresziercn den Proteins 

(Nach STEIPE & SKERRA, 1997) 

40 

Die Fluoreszenz des GFP ist erstaunlich tolerant gegeniiber Flitze (bis 65°C), Alkalien (pH 11), Detergenzien (1% 
SDS), Guanidiniumchlorid (6M), Fixierung rnit Formaldehyd sowie vielen Proteascn, und cs zeigt im nuoreszenzmikio- 
skop praktisch keinen PhotobleichetTekt (CHAL1TE et al., 1994; WANG & HAZELRIGHT. 1994). Dicse StabiUtat er- 
klart sich aus der Lagc der fluorophorcn Gruppc im rnncren des tonncnartigen Molekuls (Ji-Can) (Yang ct al., 1996). 

45 

Bedculung in der Literatur 

(Nach S1EIPE & SKERRA, 1997) 

50 Schon ein Jahr nachdem CTIALWE et al. (1994) die Eignung von GITals biologische Sonde zum Studium der Gen- 
expression und der Proteinlokalisation in lebenden Zcllen demon siricrtcn, wurden in cinem tJbcrsichtsartikel 36 experi- 
iiientclle Anwendungen genannt (CUIMTT et al., 1995). 

Mchrerc Vcroftenllichungen in nahmhal'ten Zeitschrit'tcn wie "Nature" und "Science" u. a. 
Ein komplettcs Sonderhcft der Zcitschrift "Gene" zum Thema GIT (Special Issue: Fluorescent Proteins and Applicati- 
55 ons. Gene 173, 1996). 

Mehr als 100 Zitate bci einer aktuellen "!VTcdline"-Suchc im Internet. 
Desweiteren: 

Popularwissenschaftliche Artikel (G. SEIFERr in "DieZeit" vom 17. 10. 1996) 

60 Wirtschaftliche Bcdeutung 

GIT und einc Viel/.ahl assozierter l'rodukte werden von der I 'irma Clontech unter Lizenz der Columbia Univcrsitat 
weltwcil vertricben. 
Clontech 
65 ITC Biotechnologie GmbH 
Posttach 103026 
Tel.: 06221/303907 
l ax.: 06221/303511 
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Heidelberg 

e-mail. lcch@ilc-bioloch.coni 
Columbia Innovation Enterprise 
Columbia University 

Engineering Terrace 363 5 
New York, NY 10027 
US-Patent 5491084, 1996 

Nachteilc des Stands dcr Tcchnik 

to 

Schwicrigkeilcn bcim Paraileleinsatz verschicdenerGF"P-Variantcn 

Aufgrund dcr nahc beieinander licgenden Emissions- und Anrcgungsspcktrcn ist ein Paralleleinsaty. dcr verschicdenen 
GlP-Varianten in der Praxis (vgl. 4.1) schwierig. 

is 

Molckiilgrofic 



GFP ist mit ctneni Mblckulargewicht von 27000 Da cin relativ groflcs Protein. Bet dcr Unicrsuchung der Proteinloka- 
lisation durch GFP-Fusionsproteine ist, vor allcm bci kleincn Proteinen, mil einer Verfalschung der Ergebnissc durch das 
groBc Markerprotcin zu rcchnen. 20 

Anregu ngsspek trum 

GFP wird durch UV- und blaucs Licht angeregt. Tn dcr Praxis wird meistens UV-Licht vcrwendei. Das cnergiereichc 
kurzwelligc Licht ist stark /.ell- und DNA-schadigend. Dies stellt einen bedeutenden Nachtcil fur cinen Stoffdar, dcr 25 
hauptsachlich fur Unlersuchungcn in lebenden Zcllcn verwendet wird. 

Aufgabcn der Erfindung 

Bczogcn auf das orange-fluoreszicrende Protein jo 

Die Aufgabe der Erfindung ist es, cin fluoreszierendes Protein zur Verfugung zu stellen, das den bckannten GFP-Va- 
rianten hinsichtlich Stabilitat und Anwendbarkeit ebenbiirtig ist. 

Es soli durch cin dcutlich andercs Fluoreszcnzspcktruin auf verschicdenen Wcgen einfach von den GFP-Variantcn un- 
terschcidbar sein und so cinen Parailelcinsatz der verschicdenen Proteine moglich machen. 3S 

Es soil einc gcringere MolekiilproBc a!s die GlP-Varianten besitzen. 

Es soil in einem Wellenlangenbercich anregbar sein, dcr Schadigungcn von lebenden Zcllcn und DNA ausschlicGt. 

Be/.ogcn auf die GIV-Varianten 

Die Aufgabe dcr Erfindung ist es, lluoreszierendc Proteine zur Verfugung zu stellen, die den bekannten GFP-Variantcn 
hinsichtlich Stabilitat und Anwendbarkeit ebenbiirtig sind. 

Sie sollen durch ein andercs Fluoreszenzspektrum von den bekannten GFP-Variantcn unterscheidbar sein und so eincn 
Parallcleinsatz der verschicdenen Proteine moglich machen. 

Sic sollen iibcr ihrcn Aufbau zurn Verstiindnis dcr Photophysik fluoreszierender Proteine beiiragen. 

Bczogcn auf das rote Protein dcr Tentakclspitzen 

Die Aufgabe dcr Erfindung ist es, ein Protein zur Verfugung zu stellen. die den bekannten GlP-Varianten hinsichtlich 
Stabilitat ebenbiirtig ist. , 50 

Es soli iibcr scincn Aufbau zum Verstandnis der Photophysik fluoreszierender Proteine beitragen. 
Es soli ais Eeiisiruklur fiir die ITcrstcllung eincs rot-fluoreszicrendcn Proteins dicnen. 



Ixisung dcr Aufgabcn 

Bczogcn auf das orangc-fluorcszierendc Protein 

Dicse Aufgaben werden durch das orange-fluoreszierendc Protein aus dcr Tentakclunterseile von Ancmonia sulcata 
PENNANT (var. rufescens) (Cnidaria; Anthozoa) gclost. (vgl. Anspruch 1-7) 

Bczogcn auf die GFP-Varianien 

Dicse Aufgaben werden durch die griin-fluoreszierenden Proteine aus Tcntakcln von Ancmonia sulcata PENNANT 
(var. stiiaragdina, var. viridis und var. rufescens) ((.'nidaria; Antho/.oa) gcli'isl. (vgl. Anspruch 1 7) 

Bczogcn auf das rote Protein der Tcntakelspitzen 

Dicse Aufgabcn werden durch das role I'rolcin aus den lentakolspitz.cn von Ancmonia sulcata I'HNNANT (var. rosea. 
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var. stnaragdina, var. viridis und var. rufcsccns) (Cnidaria; Anlhozoa) geliist. (vgl. Anspruch 1 7) 

Vortcile iter Erfindung 

5 Bczogcn auf das orangc-fluoreszicrende Protein 

Vortcile erwachsen aus dcr gulcn Eignung fiir cinen Parallelcinsaizes dcr fluoreszierenden Proteine. En Gegcnsalz zu 
bekannten Methoden kann auf gut dokumenticrbare Wei se die Expression und Aktivitat verschiedener Gene gleichzeilig 
untcrsucht wcrden. Dies gilt in selhen MaBc fiir Studien von Proieinlokalisation. Durch diescn Parallcleinsatz wird das 
10 Sludiengebict draslisch erweitcrt und bishcr nichl mogliche Untcrsuchungen werden tnachbar. 

Aufgrund seines Anrcgungsspektrunis isl das orange-fluorcszierendc Protein ebenso wie das grun-fluoreszierende 
Protein in {Combination mil der Calcium-akliviertcn Biolumineszenz in physiologischen Untersuchungen anwendbar. 
Vorteile erwachsen wiederum aus dcr Moglichkeit des Paralleleinsalzes der beiden Proleine. 

Die geringerc Molekiilgrofle von GFP ist bei der Hcrslcllung von Fusionsproteinen von Vbrteil, da das Fusionsprotcin 
15 in der GroBe dem zu untersuchenden Protein cher entspricht als beim Hinsatz von GFP als Markerprotein. 

Die erweitcrten Moglichen im Vergleich verschiedener Zcllinicn, die der Paralleleinsatz von GFP und GFP bietet. las- 
sen auf Forlschritte itn Bcrcich der Tumorforschung hoffen. 

Die Proteine konnen aufgrund ihrer dcutiich unterschicdlichcn Anrcgungsspekfren glerchzeitig oder einzeln sichtbar 
gemacht werden. Fine getrennte %'isueile Dctektion dcr beiden Proteine bei gemetnsamer Anregung ist auch durch den 
20 Einsatz von Farbfiltern moglich, dcrcn Transmissionsbcrcich mil detn jewciligcn Protein-Emissions-Spektrum uberein- 

stimtnt. 

Einc weilerer Vbrteil ist die hoherc Thertnostabilitat von OFP. Sie bietel einc weitcre Moglichkeit eincr getrennte Dc- 
tektion von OFP und GPP durch einc definierte Hitzeeinwirkung, uber die Fluoreszenz von GFP aus geschaltet werden 
kann wahrend die OFP-FIuorcszenz besichen blcibt. Dariiberhinaus sind wciterc Vbrteile zu vennuten, z. B. bei Studien 
25 der Genregulation im Zusammenhang init Ffitzcschock-Promotorcn. 

Das orange- fluoreszierenden Protein bictct Vortcile gegeniiber dem griin-fluoreszierenden Protein, da es durch griincs 
Licht anregbar isl. liine Bestrahlung mil Zcll- und DNA-schadigendeni kurzwelLigcin Licht wie bei Verwendung von 
GFP wird iiberflussig. Dies ist ziirn Beispicl bei in Einsatz in Zellkulturen von entscheidendem 'Vbrteil. 

30 Bczogcn auf die GFP- Varianten 

Die neuen GFP-Varianten bietcn im Gegensalz zu den bekannten Varianten nicht die Vorteile des orange-fluorcszic- 
renden Proteins, ein Sinuilianeinsatz mil den damii verbundenen Vorteilen ist dennoch denkbar. Dariiberhinaus kann ci ne 
Aufklarung ihrcr Struktur zurn Vcrsliindnis dcr Photophysik dcr fluoreszierenden Proteine beitragen und ein geztcltcs 
35 Protein-Engineering ermoglichen. 

Bc/.ogen auf das rote Protein dcr Tcntakclspitzcn 

Die Farbstabilitat des roien Proteins deutet darauf hin, da/J cs ahnlich aufgebaut ist wie die fluoreszierenden Proteine. 
40 Eine gentechnisch erzeuglc rot-fluorcszierendc Variante ist deshalb denkbar. Diesc kdnnte ahnlich vorteilhaft sein wie 
das orange-fluorcszierendc Protein. Dancben verspricht einc Strukluranalyse cinen bedeutenden Erkennlnisgewinn be- 
zilglich der Photophysik der fluoreszierenden Proteine. 

Beschreibung der Erfindung 

45 

Erfindungshohe 

Beweisanzeichen fur die erfindcrische Taligkeii sind die dringendc Nachfrage nach solchcn Stoffen, sowie die Uber- 
windung von vcrgcblichcn Betniihungcn dcr Fachwclt cinen entsprechenden StofT hcrzustetlcn oder zu finden. 
50 Die Erfindung fand wahrend eincr unbczahlten Diploinarbcit statt, die 1995/96 in der Abt. Okologic/Morphologie der 
'Here (Bio. Ill) der Universiiat Ulm angefertigt wurdc. Arbcitcn zur weitcrgchenden ('harakterisicrung des Molckuls 
wurden im Rahtnen dcr Dissertation in dcr Abtcilung Allgemcine Zoologic (Bio. I) dcr Universiiat Ulm durchgefiihrt. 

Ncuhcit der Erfindung 

55 

In cinem zusammenfassenden Artikel von G. SRIFERT uberdie Anwcndung von GIT* in "DieZcit" vora 17.10.1996 
wurde nur die Iloffnung gcauBcn, in Zukunft durch gentcchnischc Verandcrung des CiFP orange- oder rot-fluoreszie- 
rende Varianten zu erhalten. 

Bei eincr Internet-Recherche konnten nur Veroffcrnliohungen zum Thcnia "GFP" gefunden. 
60 Fachleutc der Universiiat Heidelberg, die mil GFP arbeiten, wuBlen nichts von der F.xistcnz orangc-fluoresziercnder 
Proleine. 

In niciner Diploinarbcit wird nur von der Entdcckung dcr farhigen Proteine bcriclitct, nicht aber von der technischen 
Anwcndbarkcit. 

r.S l-'unkiionsnachwets dcr Erfindung 

Ein sichercr Funktionsnachweis kann noch nichl crhracht werden. da hier/.u die fiir die Proleine codicrendc DNA vor- 
liegen mutttc. liine Isolierung enlsprcchcnder Gene isl Gegensland dcr der/eiligen Arbcii. .ledoch liilirt die Expression 
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im Organismus unci die abgchildclc elckirophorctischc Trcnnung in cindrucksvollcr Wcisc die Eignung dcr Farbsloffc fur 
die gcnannicn Anwcndungsgcbiote vor Augen (vgl. Abo. 13 17). Aufgrund der Ahnlichkeit /.wischen dem bereils in 
Anwcndurig bcfindliclieu C'PT mid dem neueri Farbsloff OIP hc/.iiglvli Ilerkuiifi. Stabilitat und (JruBe dcr Molckule 
sind keinc groBercn Schwierigkcilen beim liinsaiz zu erwarten. 

5 

Mclhoden 

Herslellung von Rohextrakten 

Methodc 1 10 

Fiir die Unicrsuchung der Fluoreszenz-Eigenschafien wurden komplettc Tentakel tnit alien enthaltenen Farbstoffcn in 
Puffer (6,25 mM Tris/HCI; pH7,5; 10% Glycerin) durch Ultraschall homogenisicrt. AnschlicSend wurden die Zcllfrag- 
mentc abzentrifugiert (15000 g; 4°C; 20 min) und der Uberstand weiterverarbeitet. 



is 



Methode 2 

Fur Untersuchungen dcr Fluoreszenzstabilitat wurde Gewebc in Anlehnung an Methode 1 in Puffer (6,25 mM Tris/ 
HQ) aufgearbeilet. 

Methode 3 

Zur Bcstiminung des Molckulargewichts wurde das Gewcbc in Anlehnung an Methodc 1 in rcduzierendem Proben- 
puffer (6,25 mM Tris/FICl; pH6,8; 10% Glycerin; 1% SDS; 200 mM Mercapto-Ethanol) aufgearbeilet. 



25 



Untersuchung der Fluoreszenz-Eigenschafien 
Methode 4 

Nach Methodc 1 gewonncner Rohcxtrakt wurde im Fluorcszcnz-Spcktromcter untersucht. 30 

Methode 5 

Nach Methode 1 gewonncner Rohextrakt wurde im nativen Acrylamidgcl (4%; pH6,8) aufgetrennt. Eine Emeuerung 
des Hlcktrodenpuffers (25 mM Tris/HCl, pH 6,8) crfolgte im Abstand von 30 min. Die fluoreszierenden Gelbandcn wur- 35 
den unter TJV-Licht (366 nm) ansgeschnitten und in II 2 0-bidest uberfuhrt um dieFarbstoffe aus dern Gel zu tosen (20h; 
4°C). Nach dem Abzctrifugieren dcr Gelxcste wurde der Oberstand im Fluoreszenz-Spektrometer untersucht. 



40 



Unicrsuchung der Stabilitat 

Nach Methode 2 gewonncner Rohextrakt wurde in Aliquote aufgcteilt. Diese wurden nach Methode 6-12 behandelt 
und anschlieBend im Fluoreszenz-Spektrometer untersucht. Da das rote Protein der Tcntakelspitzen keine Fluoreszenz 
zeigt, wurde der Erhalt der roten Farbe als Kriteriutn der Stabilitat gewahll. 

Methode 6 45 

Thennostabililat 

1 .2 ml Aliquote wurden in 2,5 ml Eppendorf-GefaBen im vorgewarnitcn Thcrmoblock crhitzt. (65°C/5 nun; 80°G/5 
min; 95X72,5 min) ^ so 

Methode 7 

Stabilitat gegenuber Detcrgcnzicn 

55 

Die Probcn wurden mit SDS versctzt (Endkonzentralion 1%). 

Methode 8 

Stabilitat gegenuber pH-Exlrcmen 60 
Die Probcn wurden mil HO bzw. NaOH auf pll5,5 bzw. pHU eingestellt 

Methode !) 
Stabilitat gegenuber Ilarnstoff 
Die Probcn wurden mit I larnsioll' bchandelt (Fndkonzentrion 8M) 
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Mcihcxlc 10 
Siabililiil gegcnijhcr Mcrcaplo-Ktltanol 
S Die Probcn wurden mil Mcrcaplo-Flhanol bchandell (Hndkonzeniration 200 mM) 

Methode 1 1 
Fallung mil Iiihanol 

0 

Die Farbstoffc wurden durch Zugabc S'on zwei Teilcn ciskaltcm lithanol gefallt. Nach Abzenirifugieren (15000 g;4°C 
5 min) und Verwerfcn des Uberslandcs wurde das Pcllcl in Puffer (6,25 mM 'IVis/HCl) gelost. 

Mclhode 12 

Stabilitat gegenuber lipophilcn Substanzen 

Die Probcn wurden im Verhalmis 1 : 1 mil Mincralol geinischt und geschiittcli. Nach IVcnnung dcr Phascn wurde die 
waBrige Phase unlcrsucht. 

Phoiographische D-ikuiUfifiivion 

Fluoreszcnz in Elcklrophoresegelcn und im lebenden Organismus wurde durch Bestrahlung mil UV-Licht (366 nin) 
hervorgenifen und photographien. 

Bestitnniung des Molckulargcwichls 
Mclhode 13 
Aulrcinigung von OFP 

Nach Meihode 3 gewonncner Rohextrakl wurde im 4%-Acrylamidgcl (pH6,8; 0„4% SDS) aufgetrennt. Bine Erneue- 
rung des Elektrodcnpuffers (25 mM Tris/TfC'l, pll 6,8: 1 % SDS) crfolgie im Abstand von 30 min. Die orange-fluoreszie- 
renden Gelbandc wurde unter (JV-Fichl (366 nni) ausgcschnilicn und in f^O-bidcst ubcrfuhrt, umden Farbstoff aus dem 
Gel zu losen (20h; 4°C). Nach detri Abzenirifugieren dcr Gelreslc wurde dcr Uberstand vakuumgelrocknet. 

Methode 14 

Aufrcinigung von GFP1/2 

Die Farbstoffe wurden in Antchnung an Mclhode 1 3 bchandell. Im Untcrschicd zu Meihode 13 wurde dem Gel zusalz- 
lich Harnsioff (2M) beigemengi. 

Methode 15 

Die durch Methode 13/14 gewonncnen Hxtrakie wurden mil reduzierendendem ProbenpufFer (6,25 mM Tris/HCl; 
pIT6,8; 10% Glycerin; I % SDS; 200 mM Mcrcupio- Fithanol) verset/t und 6 min bei 95°C crhitzt. Die elektrophoretische 
Auftrennung erfolgic im 15%-Acrylamidgcl (0,4% SDS). Im AnschluB wurde cine Silberfarbung durchgefiihrt. 

Meihode 16 

Vorbcinerkung 

Das GI"P aus Acquorca victoria vcrlien im dcnaluricncnZustand seine lluorcszcn/., bchalt jedoch seine AbsoqMions- 
eigcnschaflen bei (CITAUU: ct al„ US-Paicnl 549 1084. 1 996). Dies gill auch fur G1P 1/2 und OIF 

Nach Methode 3 gewonncner Rohextrakl wurde enlsprechcnd Methode 15 bchandell. lis wurden groBc Mengen ein- 
gesetzt (ca. 150 pg Gesamiprotein pro Gelspur). Vor dcr Fixicrung des CjcIs wurden die rotliche und die griinliche Bande 
dutch Anschneiden desUels markiert. 

Ergebnisse 

Uniersuchung dcr l'luorcszen/.-liigensehaftcn 

Das oiangc-lluorcsziercnde Prolein 

Die Unlcrsuehung dcr I'luoreszunzspeklren des orangcn-iluoreszierendcn Farbsioffs aus dcr Tenlakekinterseitc von 
Ancmonia sulcaia PENNANT ( var. rufescens) (vgl. Abb. 13 14:) ixgah die in Tab. aulgct'uhricn Daien (vgl. Abb. 1 4) 
Das Anrcguiigsspeklrum itu Ueroieh iibcr 000 inn liiUt sich mil dem zur Vcrl'tigung stohenden MelJgoriii nichl lieslimmcn. 
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Jc nach Probe kann die Peak-Position uni 1 2 nm von den angegebenen Wcrten abweichen. 

Die Unterschiecio im I. Anrcgungsmaxiinum zwisehen den nach Methode I und den nach Methode 5 aufgcarbciieicn 
Pmbcn situi wahrscheinlicli anf Woelisclwirkungcn mil lien griinlliiorcs/.ieremlcn Prolcincn in den nach Mclluxlc 1 he- 
handclicn Probcn zuriickzuftihrcn. 

Tab. 1. 



Spektrale Charakteristika der Ol'P-Huoreszenz 



lAuferbeit 
lung nach 


Anregungs- 
spektrum 


Anregungs- 


Emissions- 
spektrum 


Emissions- 3 


getnrssen bei einer 
Emissioa von 650 ran 


Maxima 


1 Schulter 


geniesseri bei einer 


Maxima 


Schulter 1 


Methode 1 


310->600nm 


363nm 
574nm 


ca.536nm 


550-750nm 


595nm 


650nm 


Methode 5 


310->600nra 


337nm 
574nm 


ca.536nm 


550-750nm 


595nm 


650nm 



Vergleich OFP - GFP (S65T-His) 

Ein Vergleich der Anrcgungs- und Eniissionsspcktren von OFP mil denen der bekannlcn GPT-Mutante S65T-IIis 
(HEIM et al„ 1995) zcigt die Vorteile von OFP und die Hignung fur eincn Simullaneinsalz beidcr Protcine (vgl. Abb. 

5-6) 

Die grun-fluoreszicrenden Protcine 

Die Unlersuchung der Fluoreszcn/.spcktrcn cincs Gcmischcs der griin-fluorcszicrendcn Farbstoflc aus Anemonia sul- 
cata PENNANT (var. rufesccns-Tentakelunterscite; var. smaragdina-Tentakcl; var. viridis-Tcnlakcl) (vgl. Abb. 13-16) 
crgab die in Tab. aufgefuhrten Daicn (vgl. Abb. 7-10) 

Beweis dafiir, dali cs sich um ein Gemisch aus zwei Farbstoffen handelt, ist das variable Verhaltnis der Emissionspeaks 
zueinander bei: 

A) Anregung bei vcrschiedenen Wellcnlangen 

B) Bei untcrschiedlichen Tndividuen einer Vjnetiit 

C) Bei Protcascvcrdau 

Je nach Probe kann die Pcak-Posilion um 1 2 nm von den angegebenen Werten abweichen. 

Tab. 2 



Spektrale Charakteristika der Gl'P I'luoreszenz 



Aufarbeit 
ung nach 




Anregungs- 
spektrum 


Anregungs- 


Emissions- 
spektrum 


Emission- 
maxiina 


gcmrasCTi \xi einer 
Emission von 550 nm 


Maxima 


Schulter 


geraessen bei einer 


Methode 1 
Methode 5 


AS-GFP1 


345-590nm 


363/480nm 


455nm 


470-650nm 


499nm 


Methode 1 
Methode 5 


AS-GFP2 


345-590nm 


402/5 llnm 


7 


470-650nm 


522nm 



Vergleich AS-GFP1/2 - Gl'P (S65T-His) 

Ein Vergleich der Anrcgungs- und Emissionsspckircn von AS-GFP1/2 mil denen der bekannlcn GIT-Mulantc S65T- 
His ([HilM cl al.. 1995) zeigl die Hignung lureinen S'irnultancinsalz beidcr Protcine (vgl. Abb. 11 !2) 

Das role Protein der Tentakclspiizen 

Die Tentakclspiizen von Anemonia sulcata PENNANT (var. rufescens; var. smaragdina; var. viridis, var. rosea) erhal- 
Icn ihre I : arbe (lurch ein rotes Protein. Dieser 1'arhstolT schcinl im Icbcndcn Tier zu lluorcsziercn (vgl. Abb. 16). Tm IIo- 
mogenisal hlcibl die lote I 'arbe erhallen, jedoch liilil sich keinc I 'luorcs/en/. spektroiiioiriseh naclnvciscn. 
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Stability <lcr farbigcn Prolcinc aus Ancmonia sulcata PliNNANT 

Die Prolcinc wurde n nacli den Mclhodcn 6 12 bcliandelt. Die Frgebnissc siml in Tab. dargcstclll. Sic- gcben dun Pro- 
/cnlsal/ (Icr Huorcszcn/.-Inicnsiliil (cps) an, dcr nach dcr Behandlung ini Vcrglcich zu ciner unbchandcJlcn Rcfercnz ge- 
5 tucssen wurde. Teilwcise fiihrte die Behandlung zu cincr Verschiebung des liinissionsmaxiinunis. Die ncue Peak-Posi- 
tion ist dann in Klaninicm angefuhrt. Im Fall des roien Proteins (RP) aus den Tcntakclspiizen wurde der Erhalt der roten 
Farbc itn Homogenisat als Kriferium gewahll und ist durch (+)odcr ( )gekennzeichnet. 



Tab. 3 

10 

S'tabilitat dcr Fluorcszenz / Farbc dcr farbigen Protein aus Ancmonia sulcata 





Behandlung 


65°C/5min 


80°C/5min 


95°C/2,5min 


I%SDS 


8MHarnstoff 


(5 


OFP 


100% 


75% 


20% 


15% 


79%(600nm) 




AS-GFP1 


90% 


4% 


1,5% 


35%(502nra) 


99% 




RP 


( + ) 


( + ) 


(+) 


( + ) 


<♦> 


20 














Behandlung 


pH5,5 


pHll 


200mM Mer- 
capto-EtOH 


EtOH-Fal- 
lung 


Mineralal 




OFP 


30% 


6% 


90% 


30% (592nm) 


100% 


25 


AS-GFP1 


35% 


20% (509nm) 


96% 


34% 


100% 




RP 




(-) 






00 



30 Molekulargewichte 

Nach den Mclhodcn 13 und 14 werden die farbigcn Proteine nicht volistandig denaturiert. Die Fluorcszenz/Farbe 
blcibt crhaiien. Auf diesc Weise kbnnen die Farbstoffc im Gel detcktiert werden. Hs wurden scheinbare Molekularge- 
wichte > 40000 Da cniiitlclt. Fine moglichc Frklarung hicrfiir ist, daB die Farbstoffc unter diesen Bedingungen als Oli- 
35 gontere vorlicgen. 

Nach den Meihodcn 15 und 16, durch wclche die Proteine volistandig denaturiert werden, wurde fur OFP ein Mole- 
kulargewicht von ca. 22000 Da cnnittelt. Ai>-GFPl/2 besitzen ein Molckulargewicht von 27000 Da. Diese Ubereinstim- 
mung niit dem Molekulargewicht bekannter Gl-P-Varianten deutet daraufhin, daB die verschiedencn Fluoreszcnzspek- 
tren durch Austausch cinzelner Aminosauren in der Primarstruktur zustande konunen. 
40 Das Molekulargewicht des RP im volistandig denaturiertcn Zustand wurde noch nicht emiittelt. 

Zur Systematik von Anemonia sulcata (PliNNANT ) - Verbreitung; Varietaten; Vorkonunen fluoreszierender Proteine 

Vorbcnierkung 

45 

Dcr syslematische Tcil ist ausfuhrltch gchaltcn, um trotz. bestehendcr Unklarhciten in der Litcratur bezuglich der sy- 
stentatischen Slellung von A. sulcata cine sichere Zuordnung dcr (luorcszicrendcn Prolcinc zu bcstinttntcn Varietaten/ Ar- 
ten zu ermoglichen. 

50 Okotypcn 

Ancmonia sulcata (PF.NN \NT» (('nidari :: AntN/oa). die Wachsrosc. is! eine hiiufige Rcwohncrin von Hartboden in 
Atlantik und Mittclmeer. In der englischspraehigen l.ttoratur win! das Tier unter dem Synonym Ancmonia viridis 
(FORSKAI.) gefiihrt. Weitcre Synonymc linden sich unter 2.3.4. DieTierc beherbergen in ihrer lindodermis symbionli- 
55 sche Algen (Zooxanthcllen). Dcr allgcmcinc Habitus wird von CJOSSE (1860), ANDRKS (1883) und SCHMIDT (1972) 
beschrieben. 

SCHMIDT (1972) untcrschcidet im Mittclmeer zwei Okotypcn: Ticre vom Okotyp I besitzen bis 192Tentakel undei- 
ncn FuBscheibendurchmcsscr von 2-5 cm. Sic leben haufig in Kolonicn. Ihrc Verbreitung reicht bis in 5 in Ticfc. Okotyp 
II besitzt ca. 192 Tentakcl, hautig bis 384 und etnen FuBschcibendurchmesscr bis 15 cm. Die Here konunen solitar in 

60 Tiefen zwischen 3 und 25 ill vor. WUKDRNM ANN (1996 und unverbffcntlicht) fand Okotyp 1 an einzelncn Standortcn 
bis in 25 in Ticfc. Okotyp II findct sich hingegen in wenig cxponiertcn Ilabitatcn schon ab 0,5 in Wasscrticfe. Nach Wlli- 
DHNMAN (1996 und unvcrdfl'cntliehl) lasscn sich die Here unter Beriieksiclitigung dcr Parameter Kulischeibendurch- 
messcr, Frischgcwicht, Tentakclzahl. Tenlukelliinge, Mundscheibcndurchmcsscr, Korperhcihe und Koloniebildung im 
Frciland (cntspr. vcgciati vcr Vcriiiehiuiig) in drci Tlaupigriippen einteilcn. Ticre dcr (imppen I und IF enlsprcehcn den bc- 

65 kanntcn Okotypcn 1 und U. Aufgrund ihrer Merkmalskoinbination werden die 'Hero dcr Gruppo [11 einem neuen Okolyp 
I f T zugcordncl (vgl. Tab. 1). Typ III fund sich bishcr ausschliclSlich in Rockpcxils. Nach dcr gangigen Definition von 
SCHMIDT (1972) sind Ticre des Okoiyps IU uufgrund der Tentakclzahl und dcr I'chlcndcn vegetal iven Vcnnclirunj; ;mi 
eliostcn Okolyp II zuzuordnen. 



S 
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'lab. 4 



Charaktcrisicrung der Okotypen nacli detn Habitus 



Okotyp 


FuBsch. -0 


Frischgew. 


Tent.zahl 


Teatlange 


Mundsch.-0 


KOrperh. 


KoLbild 


I 


1,5-4,5 cm 


5-50 g 


40-190 


3,5-7 cm 


2,5-5,5 cm 


2-4,5 cm 


(+) 


n 


7-10 cm 


125,3-297g 


174-327 


10-19 cm 


6-9 cm 


7,5-9 cm 


(-) 


in 


3,5-5 cm 


30-70g 


264-348 
cm 


5-6,5 cm 


5-6,5 cm 


2,5-5cm 


(-) 



Yaxbvancl'Aicn 

Bereils 1860 bcschrcibl GOSSE Farbvaricialen der Wachsrosc. Dcsglcichen nennt ANDRES (1881, 1883) verschie- 20 
dene Varieiaien. Bui ilie**o Resefireibungen wind leilweise (JOS'SE (I860) zitiert, leilweise werden S'ynonyiiie ge- 
braucht. Dariiberhinaus wcrclcn bestimmte Varielaten erstmals~genannl. Bine Zusammenfassung diescr Arbeitcn findet 
sich bei PAX (1962). 

VALENTIN (1 986) inacht allein die Zooxanthellcn fur die Farbung tier 'Here verantworllich. 

Einc Abhangigkeit der Farben von der Belichtung ira Habitat bzw. vorn unterschiedlichen '/ooxanthcllcngehalt sieht 25 
SCHMIDT (1972). 

WIEDENMANN (1996) konnte ersimals zeigen, da8 sich die Ibntakelfarbc aus zwei Komponentcn zusammensctzt: 
Aus Brauntonen, die durch die Zooxanthcllen hervorgcrufen werden und aus Rot-und Gruntonen, die von genctisch fi- 
xierten Pigmcnten des Tiers hcrriihren. 

Die Rot-und Griinionc der Tentakel werden durch zwet griin-fluoreszierende Proleine (AS-GIT1/2), cin orange-fluo- 30 
reszierendes Protein (OFP) und ein rotes Protein (RP) im Cytoplasma der Ectoderrniszelicn des 'fieres hervorgerufen. 
Die realisation im Tentakel wird in Tab. 2 behandelt. Der subjektive Farbeindruck entsteht also aus ciner Mischung der 
Proleinfarben und der Zoox ant helien farben. 

Die Intensitat der braunen Grundfarbung ist stark variabel, da der Gchalt an Synibiontenpigment in hohem MaB von 
verschiedenen Uinweltfaktoren abhangig ist (WIEDENMANN; 1996). In ahnlichem MaBe variiert die Konzentration 35 
der fluorcszierenden Proteine itn Tiergcwebc in Abhangigkeit von der Lichtqualitat im Habitat (WIEDENMANN, un- 
verbffcntlicht). Diesc ncuen Untcrsuchungen zeigen, daB es sich bei den mcistcn beschricbencn Farbvarietaten um um- 
weltbedingte Modifikationcn von wenigen cchtcn Varietaten handclt. Dicse lasscn sich nach deru Vorkommen der farbi- 
gen Proteine und tier /.ugehorigkeit zu cineni Cfcotyp gliedern (vgl. Tab. 5) 

40 



45 



50 



55 



60 



65 



9 
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Systcnialischc Stcllung von I'arbvariciiiicn und Okotvpen 



SAUER (1984, 1986) konnic nachwcisen, daft es sitrli hei var. vulgaris unci v;ir. rustic;i urn cigcnstandigc Arlcri han- 
<lcll, die cr ids Anemonia sulcata und Ancntonia rusiica bc/.cielinci. Mine Slcllung als cigcnstandigc Arlcn vennulct er 
auch bei andercn l'arbvaricialcn. Diese Klassifizicrung isl meincr Meinung nach richtig, muB aber wahrschcinlieh aut die S 
verschicdcncn Okolypen ausgcriehnt werden, so dafl jeder Okotyp einer Farbvarictat eine eigenc Art darsteltt. Nach die- 
scr Sichtweise handcit es sich bci Anemonia sulcata (PliNNANT) urn cine Artengruppc mil mindestens achl Arten. 



Allgenicinc Verbrcitung (luoresziercnder Proteine 

to 

Das CFP ist innerhalb der Stamme Cnidaria und Clcnophora weit verbreitct und fand hauptsachlich im Zusaimnen- 
hang mil Biolumineszenzerschcinungen Beachtung (vgl. Morin 1974). Von Fluorcszenz innerhalb der Aclinaria isl we- 
nig bekannt. Allcin TARDENT ( 1 979) berichtet, dafl die Tentakcl von A. sulcata ein rotliches Leuchten bei Bestrahlung 
mit UV-Licht zeigen. Erste Sichtungen von Bildniaterial und Literatur deuten darauf hin, da6 die in vorliegender Arbeit 
beschriebenen Proteine OFP, AS-GFP1/2 und RP in weileren Spezies der Aclinaria zu finden sind und bisher die Fluo- 15 
rcszenz-/Farberscheinungen aufgrund der fehlenden Lumincszenz iibersehen wurden. Ein Vbrkommen innerhalb andcrer 
Ordnungen und (Classen der Cnidaria und Clenophora isl cbenfalls wahrschcinlich. 



Synonyma 

20 

Vorbcmerkung 

IDer findct sich eine Sammlung von synonym gebrauchten Namcn von Anemonia sulcata PENNANT, die nach Zu- 
sammenfassungen verschiedener Autoren erstellt wurde. 

Nach ANDRES (1883): 25 
I) Urtica cinerea: RONDELET (1554), lib. 17, cap. 16, p. 529. 
Urtica secunda sive cinera Rondeletii: GESNER (1560) 
Urtica cincra Rondeletii: ALDROVANDI (1606), p. 567. 
Urtica cincrea: JONSTON (1650), p. 72, t. 18. 

Urtica marina saxo-innaia: ALDROVANDI ( 1 606). p. 568. 30 
Urtica marina saxo-innata: JONSTON (1650), p. 72, t. 18. 
Hydra tentaculis denudatis: GAERTNER (1762), p. 78. 1. 1, f. 1. 

2) Priapus viridis sp. n.: FORSKAL (1775), Dcscripi., p. 102, Icones, t. 27, f B. b. 

Actinia viridis: GMELIN (1788-93). p. 3134; BRUGUIERE (1789), n. 13, i. 72, f 8. 9; BLAINVELLE (1830), p. 291, t. 
32; BLAINVILLE (1834), p. 325; LAMARK (1837), p. 541 Comactis viridis (Forsk.): MTLNE EDWARDS (1857), p. 35 
236. 

Actina viridis (Gmel.): GRAVENTIORST (1831), p. 1 15. 

Actina Enztacaniea gracilis: II. & E. EHRENBERG (1834), p. 36. 

Actina viridis (Gmel.): HOLLARD (1854), p. 633. 

Actinia viridis (Forsk.): HELLER ( 1 868), p. 1 7. 40 

3) Actinia sulcata n. n.: PENNANT (1766); BRUGUIERE ( 1 789), n. 10, t. 73, f 1,2; PENNANT (1812), p. 102. 
Actinocereus sulcatus (Penn.): BLAINVrLLE (1830), p. 294; BLAINVILLE (1834), p. 327 

Gefurchte Seenessel: OKEN (1835), vol. 2, Part 1. p. 168; LAMARK (1837), p. 541. 

Anemonia sulcata (Penn.): MILNE EDWARDS (1857). p. 233, t. 1. f l.Actinia sulcata n. n.: PENNANT (1766); BRU- 
GUIERE (1789), n. 10, t. 73. f 1,2; PENNANT (1812), p. 102. 45 
Actinia sulcata (Penn.): TEMPLETON (1836). p. 303. 
Anemonia sulcata (Penn.): FISCHER (1875), p. 5, p. 205, p. 1207; Id. p. 373. 
Anemonia sulcata (Penn.): JOURDAN ( 1 880). p. 25. 
Anemonia sulcata (Penn.): ANDRES (1880). p. 312. 

4) Actinia cercus (Ell.): ELLIS & SOLANDER (1786), p. 2. , 50 
Hydra cercus: GMELIN (1788-93), p. 3867. 

Actina cercus (Ell.): RAPP (1829). p. 56, 1. 2, f, 3. 

Actinia Enlacmaca Ccreus: EHRENBERG ( 1 834), p. 35. 

Actinia ccreus (Ell. & Sol.) (Hcxastcphanus): BRANDT (1835), p. 12. 

Actinia ccreus (Ell.): MAKIENS (1838); GRUBE (1840), p. 11. 55 
Anemonia ccreus (Ell. & Sol.): GRUBE (1864), p. 106. 
Anthea cereus: HAS S ALL (1841), p. 286. 

Anthca ccreus: THOMPSON (1841), p. 481; THOMPSON (1843). p. 284; THOMPSON (1856); THOMPSON (1858), 
p. 232. 

Anemonia cercus sp. n. : CONTARINI (1844). p. 169, t. 16, 17, 18, f. a, b. 19. 60 
Anemonia ccreus (Com.): ViiRANY (1846). p. 83; VERANY (1862), p. 98 

Anthea ccreus (Gaert.): COUCH (1838). III. p. 81, 1. 14. 1 2; CONCH (1841), p. 34; COCKS (1851). p. 10, t. 2, 123, 27; 
JOHNSTON (1847), p. 240, t. 44 

Actinia ccreus: MILNE EDWARDS in CUVIER ( 1849); t. 61, f 1. 

Anthea ccreus (John.): MILNE EDWARDS (1851), p. 8. « 
Anthea cereus (Caen.): LANDS BOROUGH (1852), p. 258. 

Anthea ccreus: GOSSE(1855). p. 27. (37; GOSSE (1858). p. 416. GOSSE (1860). t. 5. t 2. 
Anthea ccreus: LEWES (I860), p. I 7. 
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Anihca ccrcus: JORDAN (1855). p. 90. 
Anihca ccrcus (Actinia) (lill. & Sol.). SARS (1857), p ..14. 
Anihca ccrcus (lill.): WRIGHT PERCEVAL (1858). p. 120. 
Anihca ccrcus (John.): GRUBE (1861), p. 131 c p. 166. 
5 Anihca ccrcus (John.). JOHNSON (1 861 ), p. 30 1 , JOI tNSON ( 1 862), p. 180. 
Actinia cereus (Ell. el Sol ): HELLER (1868). p. 10. 

Actinia crassicomis (Lin.): DELLE CITIAJE (1825), v. 2, p. 228, 241, 1. 16, f 4, BLAINVILLE (1830), p. 292; 

BLACWILLE (1834), p. 326, DELLE CTHAJE (1841), v. 4, p. 125, v. 5, p. 137, t. 152, f 4, 9. 

6) Anemonia vagans sp. n.: RISSO(1826), p. 288; BLAESTVILLE (1830), p. 292; BLAINVILLE (1834), p. 326; 
10 MILNE EDWARDS ( 1 857), p. 234. 

Anemonia cdulis sp. n.: RISSO (1826), p. 289, BLAINVILLE (1830), p. 292, BLAINVILLE (1834), p. 326. 

Actina flagellifcra sp. n.: DANA (1849), t. 1, f. 1. 

Comactis HageUifera (Dana): MILNE EDWARDS (1857), p. 236. 

Entacmaea phaeochira sp. n.: SCHMARDA (1852), p. 16, t. 5, f 1, 2. 
15 Actinia phaerochira (Schm.): HEILER (1868), p. II. 

Anthea gigantea sp. n.: (WEELAND), p. 38. 

Nach MANUEL (1988): 

Anemonia sulcata: STEPHENSON (1935), p. 124; CALGREN (1949), p. 50. 
Anemonia viridis (Forskal). MANUIiL (1988). p. 102. 

20 
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55 Patcntanspriiche 

1. Proteine aus der Artcngruppc Anemonia sp. (sulcata) PENNANT bzw. aus Arten,dic mil Synonymen bezeichnct 
werden, dadurch gckcnnzcichnet, daB sic: 

A) bei Bestrahlung mil UV-Licht (366 ntn) orange fluorcszicren. 
60 B) bei Bestrahlung mit UV-Lichi (366 nm) griin fluorcszicren. 

(.') in den Tcnlakelspiizcn vorkommcn und diesen cine rote Furbe vcrlcihen. 

2. Proteine, unabhiingig vom llerkunlisorganismus, dadurch gekenn/.eichnct. dalJ sic: 

A) ein ungelahres Moiekulargcwichl von 22000 Da bcsilzcn und in Puller (6,25 mM Tris/HCI; pH7,5; 10% 
Glycerin) cine l'luorcs/cnz mil cincin HniissionsinaMitium zwischcn 592 599 nm aufweiscti und dicsc l-'luo- 

65 reszen/, nach Hilzccinwirkung (80"C75 min in 1.2 nil Puffer (s. o.)) noch nachweisbar isi. 

B) ein Molekulargewichi von 27000 Da hesil/.en und in Puller (6.25 mM Tris/HCI; pH7,5; 107,. Glycerin) 
cine I'luorcs/.en/. mil cincm Emissionsiiiaxiniiim /.wischen 497 500 nut b/.w. /.wischen 521 -523 nm aufwei- 
son. 
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(.') cine role Higenfarbc besitzen, die bei cincr Fallung mil P.tOII erhaltcn blcibt und nach Hiizccinwirkung 
(80"(75 min in 1.2 ml PiilTcr (s. o.)) noch nachweishar isi. 

3. DNA-SequLMi/i.-n. dadurch gckernizeiL-h.net, claB sic die urncr jinem der vorherigen Anspriiclie gcnannlcn I^ro 
leine codicren. 

4. DNA-Scqucnzen, dadurch gekennzcichnel,daG sic durch kunslliche Vcranderung einerdor unler Anspruch 3 gc- s 
nannten Scquenzen crzeugt wurden. 

5. liinc tcchnischc Anwcndung eines Proteins bzw. eincr DNA-Sequenz dcr in einern dcr vorherigen Anspriichc ge- 
nannten Proteine oder Sequenzen gemaB US- Patent 549 1084. 

6. Kine simultane Anwendung mehrerer Proteine bzw. DNA-Sequenzcn der in eincm dcr vorherigen Anspriiche ge- 
nannten Proteine odcr Scquenzen gctnaB US-Patent 549 1084. to 

7. Eine simultane Anwendung eines oder mehrerer Proteine bzw. DNA-Sequenzen in {Combination (nil den in US- 
Patent 5491084 beschriebenen Proteinen/Sequenzen. 
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12.1 Abbildung 1-3 
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AbbJ: Emisakrasspektrum von OFP (Aufeibcitung nach Metfaodc 1) 




Abb 3: Anregungsspektrum von OFP (Aufiabeitung nach Methode 5) 
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12.2 Abbildung 4-6 




Abb.4: Emissionsspektram von OFP (Aufaibeitung nach Methodc 5) 




Abb.5: Amegungsspektrum von OFP (I) (Aufaibeitung nach Methode 5) und 
(S65T-His>GFP (II) 




Abb.6: Emisfflonsspektrum von OFP (I) (Aufaibeitung nach Methode 5) und 
(S65T-His)-GFP (II) 
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12.3 Abbildung 7-9 
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Abb.7: Anregungsspcktnim von AS-GFP1/2 (Aufarbeitung nach Methode 1) 
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Abb.8: Emisaonsspektrum von AS-GFP1/2 (Aufarbeitung nach Methode 1) 
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Abb.9: Anregungsspektrum von AS-GFP1/2 (Aufarbeitung nach Methode 5) 
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12.4 Abbildung 10-12 
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Abb.ll: Anrcgungsspektnim von AS-GFP1/2 (I) (Aufiubeitung nach Mcthodc 5) 
und (S65T-His>-GFP (II) 




Abb.12: Emissionsspektrum von AS-GFP1/2 (I) (Aufarbeitung nach Methode 5) 
und (S65T-His)-GFP (II) 
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Abb.15: A. sulcata (van smaragdina), Vorkommen Abb.16: A. sulcata (var. smaragdina), Vorkommen des 
von AS-GFP 1/2 Bclcuchtung mit UV (366nm) rotcn Proteins in Teatakelspitzen 




Abb.17: Auftrennung von Rohextrakten aus A. sulcata (var. smaragdina) (i) 
mid A.sulcata (var. rufescens) (II) nach Methods 13. Beleuchiung mit UV 
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